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组 蛋白 高 乙酰 化 介 导 的 Egr-1 结 合 促进 gdnf 基因 高 转录 
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摘要 :目的 探讨 大 鼠 C6 胶 质 瘤 细胞 中 gdnf 基 因 启 动 子 I 区 组 蛋白 H3K9 高 乙酰 化 引发 该 基因 高 转录 的 机 制 。 方 法 采用 
ChIP-PCR 技术 检测 了 大 鼠 C6 星 形 胶 质 瘤 细 胞 和 正常 星 形 胶 质 细胞 中 gd 基因 启动 子 工 区 转录 因子 Egr1 结 合 位 点 处 H3K9 
的 乙酰 化 水 平 以 及 Egr-1 与 该 启动 子 的 结合 能 力 ;利用 Real-time PCR 和 ChIP-PCR 技术 ,检测 了 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 抑制 剂 姜 


黄 素 (Curcumin) 和 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 曲 古 抑 菌 素 A(TSA 


处 理 对 C6 胶 质 瘤 细 胞 中 gd 基因 启动 子 工 区 Egr-1 结合 位 点 处 


H3K9 的 乙酰 化 水 平 .Egr1 与 之 的 结合 能 力 以 及 该 基因 转录 水 平 的 影响 。 结 果 较 之 正常 星 形 胶 质 细胞 ,C6 胶 质 瘤 细 胞 中 gdnf 


基因 启动 子 工 区 Egr-1 结合 位 点 处 H3K9 的 乙酰 化 水 平 显著 升 高 ,并且 Egrl 与 之 的 结合 能 力也 显著 升 高 (P<0.01)。 当 


Curcumin 显著 降低 了 Egr-1 结 合 位 点 处 H3K9 乙 酰 化 水 平时 ,Egr-1 与 启动 子 工 区 的 结合 量 以 及 gdnf 基 因 mRNA 的 表达 量 都 显 


著 下 调 (P<0.05); 而 当 TSA 显著 升 高 了 Egr-1 结 合 位 点 处 H3K9 乙 酰 化 水 平时 ,Egr-1 与 启动 子 I 工区 的 结合 量 以 及 gdnf 基 因 


mRNA 的 表达 量 都 显著 升 高 (P<0.05)。 结 论 在 大 鼠 C6 胶 质 瘤 细胞 中 gdnf 基 因 启 动 子 I 区 H3K9 高 乙酰 化 介 导 的 Egr-1 结 合 


量 升 高 可 能 是 其 高 转录 的 原因 。 
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Increased Egr-1 binding to promoter induced by histone hyperacetylation promotes gdnf 


gene transcription 
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Abstract: Objective To investigate the mechanism of high transcription of the glial cell-line derived neurotrophic factor (gdnf) 
gene induced by hyperacetylation of histone H3 lysine 9 (H3K9) at its promoter region II in rat C6 glioma cells. Methods The 
acetylation level of H3K9 at Egr-1 binding site in gdnf gene promoter region II and the binding capacity of Egr-1 to its binding 
site in gdnf promoter were examined by ChIP-PCR in C6 astroglioma cells and normal rat astrocytes, and its changes were 
investigated in C6 astroglioma cells after treatment with histone acetyltransferase inhibitor curcumin or deacetylase inhibitor 
trichostatin A. Results Compared normal astrocytes, C6 astroglioma cells showed significantly increased acetylation level of 
H3K9 at Egr-1 binding site in gdnf gene promoter region II and Egr-1 binding capacity (P«0.01) Curcumin treatment 
significantly reduced H3K9 acetylation level at Egr-1 binding site and decreased both the binding of Egr-1 to promoter region 
II and 2dnf mRNA levels in C6 astroglioma cells (P«0.05). Conversely, increased H3K9 acetylation at the Egr-1 binding site 
induced by trichostatin A significantly increased the binding of Egr-1 to promoter region II and gdnf mRNA expression levels 
(P«0.05). Conclusion H3K9 hyperacetylation induces increased Egr-1 binding to gdnf gene promoter II, which might be the 
reason for the high transcription level of gdnf gene in rat C6 glioma cells. 
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胶 质 细胞 系 源 性 神经 营养 因子 (GNDE) 是 一 种 新 
型 的 神经 营养 因子 ,属于 转化 生长 因子 -BCTGF-B) 超 家 
族 成 员 ,在 豚 胎 发 育 过 程 中 的 表达 量 迅 速 上 调 , 至 成 年 
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期 维持 在 较 低 水 平 "。 由 于 GDNF 对 多 巴 胺 能 神经 元 
特异 的 营养 作用 ,一直 作 为 治疗 帕 金森 病 的 潜在 药物 而 
备 受 关注 ”。 最 近 的 研究 表明 ,GDNF 还 是 胶 质 瘤 细 胞 
强 有 力 的 促 增 殖 因子 ” , 它 在 胶 质 瘤 细 胞 中 的 表达 量 显 
著 高 于 正 带 胶 质 细胞 ,并且 能 够 促进 胶 质 瘤 细 胞 的 迁 
移 “"。 有 目前 ,有 关 GDNEF 对 胶 质 瘤 细 胞 促 增 殖 和 迁移 机 
制 的 研究 很 多 ,但 是 对 于 gdnf 基 因 高 转录 的 发 生机 制 却 
知之 甚 少 。 

基因 的 异常 高 转录 通常 与 基因 突变 以 及 表 观 遗传 
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gdnf 基 因 的 异常 高 转录 与 基因 突变 无 关 , 而 与 该 基因 启 
动 子 IHI 区 组 和 蛋白 H3K9 的 高 乙酰 化 修饰 有 关 ”"。 诸 多 
的 研究 已 表明 ,启动 子 区 组 蛋白 的 高 乙酰 化 修饰 可 以 使 
该 区 域 染 色 质 中 的 核 小 体 呈 排列 松散 的 开放 状态 ,从 而 
利于 转录 因子 与 之 的 结合 小 ,进而 促进 基因 的 转录 。 
近来 的 研究 发 现 ,gdnf 基 因 启 动 子 I 工区 转录 起 始 位 点 上 
游 (-186 bp) 存 在 3 个 连续 日 高 度 保守 的 转录 因子 Egr-1 
的 结合 序列 中 ,日 Egr-1 参 与 了 胶 质 细胞 中 成 纤维 细胞 
生长 因子 和 丙 咪 嗪 诱导 的 gdnj 转 录 激 活 交 5。 由 此 我 
们 推测 , 胶 质 冶 细 胞 中 gdnf 基 因 启 动 子 I[ 区 组 蛋白 高 乙 
醚 化 可 能 以 升 高 转录 因子 Egr-1 与 之 结合 能 力 的 方式 引 
发 该 基因 的 异常 高 转录 。 

为 了 验证 以 上 假说 ,我 们 以 大 鼠 C6 星 形 胶 质 瘤 细 
胞 和 正常 星 形 胶 质 细胞 为 研究 对 象 ,利用 染色 质 免 疫 
共 沉 淀 (ChIP) 的 方法 检测 了 以 上 两 种 细胞 中 gdnf 基 因 
启动 子 工 区 Egr-1 结合 位 点 区 域 H3K9 的 乙酰 化 水 平 
以 及 Egr-1 与 之 的 结合 能 力 ; 通 过 组 和 蛋白 乙醚 化 酶 
(HAT) 抑 制剂 Curcumin 和 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (HDAC) 
抑制 剂 TSA" 建 立 的 gdnf 基 因 启 动 子 I 区 乙酰 化 改变 
的 C6 胶 质 瘤 细 胞 模型 ,检验 了 gdnf 基 因 启 动 子 区 
Egr-1 结合 位 点 区 域 组 蛋白 乙酰 化 修饰 水 平 Egr-1 5 
之 的 结合 能 力 以 及 该 基因 转录 水 平 之 间 是 否 存在 必然 
的 联系 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 试剂 

大 鼠 C6 星 形 胶 质 瘤 细 胞 株 和 正常 星 形 胶 质 细胞 为 
本 实验 室 冻 存 。DMEM/F12 培 养 基 胎 牛 血 清 购 自 美国 
Gibco,ChIP 级 免 源 抗 乙酰 化 组 蛋白 H3(Lys9) 多 克隆 抗 
体 (货号 07-352) .EZ-ChIP 试 剂 盒 购 自 Millipore, 免 源 
抗 Egr-1 多 克隆 抗体 (货号 sc-110X) 购 自 Santa Cruz, 
Curcumin, TSA 和 二 甲 基 亚 砚 (DMSO) 均 购 自 Sigma- 
Aldrich, TRIzol 购 自 Invitrogen, Prime Script™ II 36 £ 
GE BUR f .SYBR Premix Ex Taq™ MAN 6 H KE 
TaKaRa。 
1.2 细胞 培养 及 药物 处 理 

将 实验 室 冻 存 的 大 鼠 正 常 星 形 胶 质 细胞 和 C6 胶 质 
瘤 细 胞 复苏 于 含有 10% 胎 牛 血 清 ( 美 国 Gibco) 的 
DMEMVF12 培 养 基 (美国 Gibco 公 司 ) 的 培养 液 中 , 置 于 
37 C,5% CO, 饱 和 湿度 培养 箱 内 培养 ,每 两 天 换 1 次 
液 。 取 2~3 代 生长 良好 的 大 鼠 C6 星 形 胶 质 瘤 细胞 和 正 
常 星 形 胶 质 细胞 用 于 后 续 试 验 。 将 处 于 对 数 生 长 期 的 
C6 胶 质 瘤 细胞 ,以 1x107yml 细 胞 浓度 接种 于 六 孔 板 ,每 
孔 2 ml。 待 细胞 生长 至 80% 汇 合 度 时 ,将 培养 液 更 改 为 
含有 0.5% 牛 血清 白 蛋白 (美国 Sigma-Aldrich) 的 无 血清 
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Opti-MEM( 美 国 Invitrogen) ,在 相同 条 件 下 培养 24 ho 
然后 再 更 换 为 含有 Trichostatin A( 终 浓度 为 200 nmol/ L) 
或 Curcumin( 终 浓度 为 50 pmol/L)( 均 购 自 美 
Sigma-Aldrich) 的 新 鲜 无 血清 Opti-MEM 培养 基 继 续 
培养 24p, 其 中 对 照 组 添加 等 体积 的 洲 剂 DMSO。 
1.3 ChIP-PCR 

染色 质 免 疫 共 沉 洗 (ChIP) 实 验 使 用 免 抗 乙酰 化 
H3K9 抗 体 、 免 抗 Egr-1 多 克隆 抗体 和 正常 兔 源 IgG , 按 
EZ-ChIP chromatin immunoprecipitation kit 说 明 书 的 
步 又 操作 。ChIP 实 验 后 ,采用 real-time PCR 的 方法 检 
测 目的 抗体 免疫 沉淀 下 来 的 DNA。PCR 反应 体系 为 : 
12.5 ul SYBR Premix Ex Taq™ II; 上 下 游 引 物 (F:5' 
CGAGGAGGTGCAGAGTGAGG3', R: 5'GGGAG- 
CAAGAGCACGCAA 3';10 umol/L) 4$ 1 ul K DNA 
模板 3 ul; ACER SERO E BGAMSEA2S uds JH 
三 步 法 PCR 反应 程序 ( 预 变性 :95 °C 2 min; PCR ROW: 
95 C 15 s,60 C 30 s,72 C 20 s, 共 40 个 循环 ) 进 行 扩 
增 。PCR 产物 大 小 为 283 bp. Real-time PCR 后 采用 
2 法 对 数据 进行 相对 定量 ,以 %Input 的 形式 计算 结 
果 :%Input =2 (Ctmu-Ctcnp) xInput dilution factorx100。 
Real-time PCR 引物 由 康成 生物 (上 海 ) 公 司 合成 。 
1.4 Real-time PCR 

采用 TRIzol(Invitrogen) 一 步 法 从 细胞 中 提取 总 
RNA, 以 1 ug 总 RNA 为 模板 按 Prime Script™ 开 逆转 录 
试剂 盒 说 明 行 逆转 录 反 应 合成 cDNA 第 一 链 。 利 用 
SYBR Premix Ex Taq™ I 试剂 盒 在 反应 体系 (20 ul) F 
进行 实时 定量 PCR:SYBR Premix Ex Taq"" II 10 ul, E 
下 游 引 物 (10 umol/L)4& 0.5 id cDNA RII nl 和 无 核 
酶 水 8 nl。 通过 LightCycler® 480 KIGE Œ PCR 系统 
(Roche) 进 行 实时 诡 光 定量 分 析 。 反 应 条 件 设 置 如 下 : 
95 %C 预 变性 30 s;95 % 变 性 20 s,60 CEK 15 s;72 CHE 
伸 15 s, 扩 增 40 个 循环 。 通 过 溶解 曲线 分 析 PCR 产物 
特异 性 。 每 个 样品 以 gapdh 基 因 的 mRNA 表达 作为 内 
参照 ,通过 相对 定量 (2^^") 法 计算 目的 基因 在 各 样品 
中 相对 mRNA 的 表达 水 平 。 靶 基因 和 内 参 基因 扩 增 的 
上 下 游 引物 序列 见 表 1。 
1.5 统计 学 分 析 

所 有 数据 均 采 用 统计 软件 SPSS16.0 进 行 处 理 , 计 
量 资料 以 均 数 + 标 准 差 表示 。 其 中 ,两 样本 均 数 比 较 采 
用 独立 样本 ;检验 ,多 个 样本 均 数 的 比较 采用 单 因 素 方 
差分 析 。 取 P<0.05 表 示 差 异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 超声 断裂 染色 质 后 DNA 的 电泳 结 

大 鼠 C6 胶 质 瘤 细 胞 和 正常 星 形 胶 质 细 胞 经 超声 破 
碎 染 色 质 后 各 取 20 直接 进行 解 交 联 和 纯化 2% 琼脂 
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X1 荧光 定量 PCR 引物 序列 


Tab.1 Primer sequence for real-time PCR 


Gene name Primer sequence 


Annealing temperature (°C) Primer length (bp) 


F: 5' TCCCTCAAGATTGTCAGCAA3' 
R: 5 AGATCCACAACGGATACATT3' 


gapdh 


F: 5' GACTTGGGTTTGGGCTACGA3' 
R: 5' TGGTAAACCAGGCTGTCGTC3' 


gdnf 


糖 凝 胶 电 泳 显示 : 切 制 后 的 DNA 片段 主要 分 布 在 200~ 
1000 bp 之 间 ( 图 1)。 
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图 1 超声 波切 割 染色 质 后 DNA 的 电泳 图 

Fig.1 Sheared DNA size determination by agarose gel 
electrophoresis. M: DL2000 Marker; Lanes 1-4: 
Sheared DNA of rat C6 glioma cells; Lanes 5-8: 
Sheared DNA of rat normal astrocytes. 


2.2 大 和 鼠 C6 胶 质 瘤 细胞 和 正常 星 形 胶 质 细胞 中 gdnjf 基 
HÈTI RE Bgr-1 结合 位 点 处 H3K9 的 乙酰 化 水 平 

ChIP-PCR 结果 显示 :大 鼠 C6 胶 质 瘤 细胞 和 正常 
星 形 胶 质 细胞 中 gdnf 基 因 启 动 子 I 区 的 组 蛋白 H3K9 
均 发 生 了 不 同 程度 的 乙酰 化 修饰 。 与 正 销 星 形 胶 质 纪 
胞 相 比 ,C6 胶 质 瘤 细胞 中 gdnf 基 因 启 动 子 I 区 Egr1 结 
合 位 点 区 域 组 蛋白 H3K9 的 乙酰 化 程度 极 显 著 升 高 (P< 
0.01, 图 2 )。 
2.3 大 和 鼠 C6 胶 质 瘤 细胞 和 正常 星 形 胶 质 细胞 中 Egr-l 
与 gdnf 基 因 启 动 子 芽 区 的 结合 情况 

ChIP-PCR 结果 显示 :C6 胶 质 瘤 细 胞 和 正常 星 形 胶 
质 细胞 中 转录 因子 Egr-1 都 能 够 不 同 程度 地 与 gdnf 基 
因 启 动 子 [区 潜在 的 Egr-1 结合 位 点 区 域 结合 。 与 正常 
星 形 胶 质 细胞 相 比 ,C6 胶 质 瘤 细 胞 中 Egr-1 与 gdnf 基 因 
启动 子 I 区 的 结合 量 极 显 著 升 高 (P<0.01, 图 3)。 
2.4 X c C6JE Jf à we P ednf 2 V È hF 1I X H3K9 
乙酰 化 修饰 介 导 的 Egr-] 与 之 的 结合 能 力 调节 该 基因 的 
转录 

我 们 采用 Curcumin 和 TSA 的 药物 处 理 建 立 了 
gdnjf 基 因 启 动 子 I 区 Egr1 结 合 位 点 处 乙酰 化 水 平 改 变 
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图 2 大 鼠 C6 胶 质 瘤 细 胞 和 正常 星 形 胶 质 细胞 中 gdzjf 
基因 启动 子 I 区 Egr-1 结 合 位 点 处 H3K9 乙 酰 化 水 平 
Fig.2 H3K9 acetylation level of Egr-1 binding sites in 
gdnf gene promoter region II in rat C6 astroglioma 
cells and normal astrocytes. **P«0.01 vs astrocytes. 
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图 3 大 鼠 C6 胶 质 瘤 细胞 和 正常 星 形 胶 质 细胞 中 转录 
因子 Egr-1 与 gdnf 基 因 启 动 子 I 工区 的 结合 情况 

Fig.3 Egr-1 binding to gdnf gene promoter region II in 
rat C6 astroglioma cells and normal astrocytes. **P« 
0.01 vs astrocytes. 


的 C6 胶 质 瘤 细 胞 模型 , 即 50 umol/L Curcumin 处 理 
24h 后 ,显著 降低 了 gdn/ 基 因 启 动 子 工 区 Egr-1 结 合 位 
点 处 H3K9 的 乙酰 化 水 平 ; 相 反 的 ,200 nmol/L TSA 处 
理 24h 后 ,显著 提高 gdn/ 基 因 启动 子 工区 Egr-1 结 合 位 
点 处 H3K9 的 乙酰 化 水 平 ( 图 4A)。 在 此 基础 上 , 采用 
ChIP-PCR Fi real-time PCR 技 术 检 测 了 gdnf 基 因 启 动 
子 I 区 H3K9 乙酰 化 修饰 改变 对 Egrl 与 之 的 结合 能 力 
及 该 基因 转录 水 平 的 影响 。 结 果 显 示 ,gdnf 基 因 启 动 子 
IX Egr-1 结 合 位 点 处 H3K9 低 乙酰 化 修饰 ,减少 Egr-1 


: 700 - J South Med Univ, 2015, 35(5): 697-701 


与 之 的 结合 的 同时 ,降低 了 gdnf mRNA 的 表达 (P< 
0.05) ;而 且 , gdnf 3 JA 2J] T IL X Egr-1 结合 位 点 处 
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探 明 gd 基因 启动 子 I 区 组 蛋白 H3K9 高 乙酰 化 修饰 
促进 该 基因 高 转录 的 作用 机 制 ,我们 利用 ChIP-PCR 的 
方法 检测 了 大 鼠 C6 星 形 胶 质 瘤 细 胞 和 正常 星 形 胶 质 细 
胞 中 该 启动 子 区 Egr-1 结 合 位 点 区 域 组 蛋白 H3K9 的 乙 
酰 化 状态 。K9 是 组 蛋白 H3 调节 基因 转录 激活 最 为 活 
跃 的 乙酰 化 位 点 "2 。 结 果 显 示 ,C6 胶 质 瘤 细 胞 中 gdxj 
基因 局 动 子 I 区 Esgr-1 靶 加 区 域 发 生 了 组 和 蛋白 H3K9 的 
高 乙酰 化 修饰 (图 2) ,与 我 们 之 前 的 研究 结果 相似 ”, 表 
明 组 蛋白 H3K9 高 乙酰 化 修饰 可 能 影响 到 Egr-1 与 gdnf 
基因 启动 子 工 区 的 结合 。 

为 了 验证 以 上 推测 ,我 们 利用 ChIP-PCR 的 方法 检 
测 了 大 鼠 C6 星 形 胶 质 瘤 细胞 和 正常 星 形 胶 质 细胞 中 
Egr-1 与 gdnf 基 因 启 动 子 I 工区 潜在 的 结合 位 点 的 结合 情 
况 ,发 现 C6 胶 质 瘤 细 胞 中 Egr-1 能 够 与 gdnj 基 因 启 动 子 
II 区 湾 在 的 结合 位 点 结合 ,并 且 较 之 正常 胶 质 细胞 
Egr-1 的 结合 量 显著 升 高 (图 3) ,与 我 们 的 推测 相 一 致 。 
此 外 ,Shin 等 55 人 发 现 缺 失 Egr-1 结 合 位 点 显著 下 调 了 


Adi HAI] 
] 


IHF 


naX vAN FAI 


http://www.j-smu.com 


H3K9 高 乙酰 化 修饰 ,在 促进 Egr1 与 之 结合 的 同时 , 提 
高 了 gdnfmRNA 的 表达 (P<0.05, 图 4B,C)。 
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图 4 X ER C6 Bi ER ZR REL FP ein SAAFI EX Egr- 1 结合 
位 点 H3K9 乙酰 化 修饰 介 导 的 Egr1 与 之 的 结合 能 力 调节 该 
基因 的 转录 水 平 

Fig.4 gdnf gene promoter region II H3K9 acetylation- 
mediated modulation of Egr-1 binding regulates gdnf 
transcription in C6 astroglioma cells. A: H3K9 acetylation 
level at the Egr-1 binding site of gdnf gene promoter region II 
in C6 astroglioma cells after treatment with curcumin and 
TSA for 24 h; B: Binding status of Egr-l at gdnf gene 
promoter region II in cells after treatment with curcumin 
and TSA for 24 h; C: Relative GDNF mRNA levels in cell 
after treatment detected with real-time PCR. *P«0.05, **P« 
0.01 vs control group. 


gdnf 基因 启动 子 工 区 的 启动 活性 ,表明 Egr-1 的 结合 能 
够 促进 gdnf 基 因 的 转录 活性 。 由 此 ,我 们 提出 本 文 的 假 
说 ,gdnf 基 因 启 动 子 I 区 组 重 白 高 乙酰 化 介 导 的 Egr-1 
与 之 结合 量 的 升 高 促进 了 C6 胶 质 痛 细胞 中 该 基因 的 高 

为 了 进一步 证 实 以 上 假说 ,我 们 利用 以 往 的 实验 结 
Hire Y Curcumin PITSA 处 理 C6 胶 质 瘤 细胞 的 最 佳 
作用 时 间 及 作用 浓度 ,并 在 此 基础 上 建立 了 gdnf/ 基 因 
Ja SIT X Egr-1 结合 位 点 乙酰 化 改变 的 C6 胶 质 瘤 细 
胞 模型 。 发 现 ,Egr-1 呈 组 蛋白 H3K9 乙酰 化 依赖 的 方 
C$ ednf Ja DT V EX ,并 且 促进 了 gdnf 基 因 的 转 
录 , 与 我 们 的 预期 相符 (图 4)。 

综 上 所 述 , 本 研究 发 现 了 大 鼠 C6 星 形 胶 质 瘤 细 胞 
中 ,gdnf 基 因 启 动 子 工区 Egr-1 结合 位 点 区 域 组 蛋白 
H3K9 发 生 了 高 乙酰 化 修饰 ,并 且 Egrl 与 之 的 结合 能 
力也 显著 升 高 (P<0.05) ;gd 基因 的 转录 水 平 以 及 
Egr-1 与 该 基因 启动 子 的 结合 能 力 ,都 随 着 Egr1 结 合 位 
点 区 域 乙酰 化 水 平 的 升 高 而 增强 (P<0.05) ;相似 的 ， 
gdnf 基 因 的 转录 水 平 以 及 Egr-1 与 该 基因 启动 子 的 结合 
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量 ,也 随 着 Egr-1 结合 位 点 区 域 乙酰 化 水 平 的 降低 而 减 
少 (P<0.05) ,表明 gd 基因 启动 子 I 区 H3K9 高 乙酰 化 
能 够 通过 上 调 Egr-1 与 之 的 结合 促进 胶 质 瘤 细 胞 中 该 基 
因 的 高 转录 ,为 探讨 胶 质 瘤 细 胞 中 gdnf 基 因 异 常 高 转录 
的 机 制 提 供 了 新 的 线索 。 
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